Abstract-As a result of technological advances, the genomic analysis of stroke has shifted from candidate gene association studies to genome-wide association studies (GWAS). Agnostic GWAS evaluate up to 90% of common genetic variation in a single experiment, creating an improved framework for identifying novel genetic leads for biochemical and cellular mechanisms underlying stroke. Given the ubiquity of the GWAS approach, it has become essential for stroke researchers and clinicians to be able to interpret GWAS results. Thus, we review the basic elements of design, methods, presentation, and interpretation of GWAS in the context of stroke research. In 8 recent stroke GWAS reports, no single locus has been identified in 2 GWAS at a genome-wide level of significance. Additionally, no significant association signal between stroke and a locus with previous evidence from candidate gene studies of stroke has been identified yet. Some caveats of the approach and future directions for stroke genomics are discussed, including the use of intermediate phenotypes, Mendelian randomization, phenomics, and deep resequencing. Intelligent, appropriately powered, multidisciplinary studies incorporating knowledge from clinical medicine, epidemiology, genetics, and molecular biology will be required to fully characterize the genomic contributors to stroke. (Stroke. 2010;41:825-832.)
A stroke is the clinical culmination of many complex processes and interacting pathways, none of which is individually necessary or sufficient to cause the outcome, which is a situation that complicates the analysis of potential etiologic factors. 1 The pathways are broadly suggested by the clinical subtypes of stroke, namely hemorrhagic versus ischemic. Many genes that encode proteins that act in these pathways have already been studied using the "candidate gene" approach. However, from a molecular prospective, a broad range of divergent pathophysiologies are potential contributors, including cardiac arrhythmia and dysfunction, platelet dysfunction and disordered coagulation, deficits affecting structure and function of the arterial wall, and inflammatory and immune mechanisms, to name just a few. Despite the fact that technologies such as genotyping and sequencing have been available for Ͼ2 decades, until recently very little progress was made in defining the molecular genetic determinants of stroke. However, the development of accurate and high-throughput technologies, using microarrays, to perform genotype analysis across the entire genome of a study subject has revolutionized the scope and the nature of genetic data that can now be obtained to understand a complex disease such as stroke. In particular, the genome-wide association study (GWAS), which agnostically evaluates patterns of association between variation in the genome and carefully defined stroke and related phenotypes, presents an enhanced experimental framework to rapidly identify novel pathogenic mechanisms and to confirm a role for previously known mechanisms. In this review, we describe the interpretation of GWAS in the context of stroke research, present a summary and synthesis of GWAS of stroke, and suggest future directions for the genomic analysis of stroke. Whereas the theory and methods of GWAS have previously been reviewed in general terms, 2, 3 we target this updated, succinct review toward stroke researchers and clinicians.
Human Genome Variation
Each individual diploid human genome contains Ϸ6 billion nucleotide bases, 4 of which Ϸ0.5% vary between any 2 individuals. The International HapMap Consortium (www. hapmap.org) and, soon, the 1000 Genomes project (www.1000genomes.org) have catalogued the spectrum of human DNA variation at an astounding resolution. Nearly 12 million common single-base changes, called single nucleotide polymorphisms (SNPs), vary among humans. 3 Each SNP, including both coding and noncoding SNPs, can potentially affect the expression or function of a protein. Development of dense oligonucleotide DNA microarrays has allowed investigators to quickly detect the genotype of 1 million SNPs in 1 individual in a single experiment. Because adjacent SNPs are nonrandomly related, due to a property called linkage disequilibrium, assaying "just"1 million SNPs can provide further information for up to 90% of the remaining unmeasured SNPs through a process called imputation. 5 Therefore, most of the SNP variation across an individual's entire genome can be extrapolated from a single microarray experiment. 5 Additionally, mitochondrial DNA can be genotyped in the same microarray experiment and is available for study. Given the speed and accuracy in detecting SNP variation across the genome, it has become possible to determine if certain SNPs are more likely to be found in individuals who experience a stroke.
An additional level of variation called copy number variation (CNV) involves the duplication and deletion of large stretches of DNA, typically defined as Ͼ1000 base pairs in size. Recent evidence suggests that large CNVs (visible cytogenetically and Ͼ100 kb in size) generally occur at frequencies Ͻ5%, whereas smaller CNVs (5-50 kb) do exist at appreciable frequencies (5%-50%). 6, 7 Creating changes in gene dosage, alteration of gene structure, or gene truncation, CNVs can have a dramatic effect on gene function and have already been implicated in a range of complex traits, such as Crohn disease 8 and body mass index (BMI). 9 Evaluation of common CNVs, called copy number polymorphisms, in complex genetic traits including stroke has already begun, since the same microarrays that provide genome-wide SNP genotypes can be reanalyzed with different software to provide additional information for CNVs and copy number polymorphisms. 6, 10 
GWAS Design
GWAS studies can assume a wide range of designs, including retrospective case-control and prospectively collected cohorts. In the case-control design, unrelated cases are typically sampled from patients ascertained through tertiary center care, with sampling of age-and gender-matched unaffected control subjects. Contrarily, population or cohort studies sample all members of a population, with no exclusion based on age or gender and no particular inclusion of individuals with an extreme phenotype. In family-based association studies, participants are drawn from families, often parents and Ն1 affected offspring, with unaffected family members serving as contrast or control subjects. Studies of participants from geographically, culturally, or religiously isolated populations often produce a more homogeneous genetic and environmental background, thus improving the probability of detecting a true genetic association signal, especially a signal of modest size. Both quantitative (continuous) and qualitative (discrete) traits can be studied in GWAS. The GWAS approach is equally amenable to the analysis of drug response or risk for adverse events, and pharmacogenetic studies of stroke therapies were recently reviewed in Stroke. 11 Collection of a wide range of variables has become requisite because independent covariates can be incorporated into statistical analysis to correct for possible confounding.
The basis of statistical methodology to detect genetic association signals in retrospective GWAS studies includes either 2 or regression analysis. 12 With a dichotomous qualitative trait (ie, stroke present or absent), allelic 2 analysis can be used to compare the number of minor (or risk) alleles in cases and controls ( Figure 1A ). Alternatively, because each individual carries 2 alleles at a SNP, a genotypic 2 test with 2 degrees of freedom can compare between cases and controls the proportions of homozygotes for the risk allele, heterozygotes, and homozygotes for the protective allele ( Figure 1B ). Under an a priori assumption of a dominant or recessive effect, heterozygotes can be combined with either the risk or protective allele homozygotes, respectively. Linear regression is ideally suited to study a quantitative or continuous trait, such as age of stroke onset or percent arterial stenosis from imaging analysis ( Figure 1C ). 12 Covariates, or Figure 1 . Standard statistical tests used in genome-wide association studies. A, An allelic 2 compares the proportion of risk and protective alleles in cases compared to controls. B, A genotypic 2 compares the ratio of risk allele homozygotes, heterozygotes, and protective allele homozygotes between cases and controls. In the case of Hardy-Weinberg equilibrium, both tests produce the same 2 statistic, but the genotypic test has an additional degree of freedom (df). C, Linear regression compares the trait of interest, or the dependent variable, to the number of risk alleles, or the independent variable. A line of best fit can be drawn through the points. The slope of the line represents the effect of the variant (␤ coefficient [␤] ), and the significance of the test (P) evaluates how well the points fit the line and the confidence that the line deviates from horizontal. Hundreds of thousands of these calculations are performed in GWAS.
additional variables known to affect the outcome of interest, can easily be incorporated into regression analysis. For example, because BMI can be a risk factor for stroke, adding BMI as a covariate in the regression model can correct for the effect of BMI on stroke risk and therefore eliminate an indirect SNP association with stroke that is being mediated through the SNP's association with BMI. Covariates can potentially reduce the noise in the outcome of interest, enabling the identification of more subtle, but perhaps biologically important, association signals.
Presentation of GWAS Results
Regardless of study design, participant ascertainment, or statistical methodologies, GWAS involves an extraordinary number of statistical tests for a single experiment. As a result, 2 visualization techniques have become the standard for reporting global GWAS results. For the first visualization method, the so-called Manhattan plot (Figure 2A ), each chromosome is laid down end-to-end across the X-axis, effectively linearizing the genome, with different chromosomes colored differently for rapid orientation. The significance of each test comparing 1 SNP and the outcome of interest, calculated as the negative logarithm of the probability (P) value, is plotted against the physical position along the chromosome of the SNP tested. The statistically significant results should markedly rise above the background, often above a predefined significance threshold. Ideally, if the associated locus is a true positive association that is robust to genotyping error, multiple similar points should be found in the surrounding peak region attributable to the linkage disequilibrium between adjacent SNPs.
In the second visualization technique, called the quantilequantile, or Q-Q, plot ( Figure 2B , C), the statistical significance of all tests are ranked from least to most significant. Under the null hypothesis of no association, 1 association at Pϭ0.01 is expected for every 100 genotype tests performed simply because of chance. Similarly, 1 test with Pϭ0.001 is expected for every 1000 genotype tests performed. Thus, it is possible to determine an expected P value given the rank of the particular significance level for each SNP and to plot these expected results against the observed significance level for the SNP. If no association is observed with significance greater than expected, then the points will fall along a line with a slope of 1. Elevation of the majority of points above the diagonal indicates the presence of confounding variables, typically population stratification or missing covariates. Points with small P values that rise above the line have greater significance than expected given the number of tests performed and thus require further investigation.
Limitations of GWAS
Whereas the unbiased nature of the GWAS approach is clearly a strength, it also leads to the complicated issue of multiple testing. Given the large number of tests performed, SNP with excellent P values apparently representing extraordinary association would be expected simply by chance. The current standard methodologies for multiple testing correction, such as Bonferroni correction, Benjamini-Hochberg false discovery rate correction, and permutation testing, essentially involve the calculation of an appropriate significance threshold at which an acceptable balance of falsepositive and false-negative errors is obtained. The order or rank of the association results remains unchanged, potentially overlooking true associations with disproportionate significance levels attributable to either small effect size or higher background noise. Bayesian methods, which include previous probability of association either attributable to previously reported association for a SNP or given the function of the locus or pathway in which the SNP resides, 13 removes the unbiased nature of GWAS but can change the rank of the SNP. As more and more GWAS are reported, exclusion of previous knowledge in favor of the unbiased approach may become unwise, because experience from other fields indicates that many of the loci are being replicated across studies and there should still be a place for applying previously well-established biochemical or genetic results.
Perhaps the greatest obstacles to successful identification of genetic variants reliably associated with stroke are study heterogeneity and measurement error. Sources of study heterogeneity broadly can be classified as either clinical or genetic. As discussed, a "stroke" represents the end point of a heterogeneous collection of disease pathways that all lead to an apparently similar clinical outcome. Monogenic forms of stroke, such as cerebral autosomal-dominant arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy (CADASIL), 14 may be exacerbated by, but are likely independent of, common contributors to "garden variety" stroke risk. In stroke, as for most complex disorders, confounding features such as pleiotropy, incomplete penetrance, epistasis, allelic heterogeneity, and locus heterogeneity appear to be the rule, not the exception (Table 1) . Such genetic heterogeneity can overwhelm statistical approaches to find association signals, especially with inappropriate sample sizes or clinically heterogeneous samples. As for measurement error, new genotyping technologies produce exceedingly low error rates, with miscall rates Ͻ0.5%, 15 but careful measurement of the complete clinical presentation including quantitative measurement of as many potential confounders as possible is required.
Another confounding factor in genetic association studies is population stratification, which occurs when both an allele and an unrelated trait happen to be more common in individuals of 1 particular ancestry. If a study sample contains a mixture of different ancestries, then an observed correlation between a genetic marker and a trait may be attributable to the structure of the study sample, rather than a biological or mechanistic link. Unmeasured confounding attributable to population stratification can lead to spurious associations. As a hypothetical example, if a study sample is composed of a mixture of individuals of Chinese and European white background, and if the average BMI is larger in European whites, then any allele that is more common in the European white subsample will seem to be associated with BMI in the overall sample. The allele is simply a feature of the European white ancestral group rather than of any specific underlying biological mechanism. However, one can extrapolate this mecha- 17 and genomic control. 18 Finally, it is important to remember that only common SNPs are examined on DNA microarrays, and the cumulative effect of many independently rare small-to-medium effect polymorphisms is not yet known. SNP genotypes only explain a modest amount of estimated heritability, suggesting either that heritability has been overestimated or that the impact of gene-gene and gene-environment interactions have been underestimated, or that additional uninterrogated genetic variants are contributing to heritable risk. 3 
Synthesis of Genomic Findings in Stroke
The genetic etiology of at least 8 rare Mendelian disorders with documented elevated stroke risk have been robustly determined, 1 but the causative mutations for these disorders only account for a small percentage of the clinical entity referred to as "stroke." Extensive effort has been expended to identify association between SNPs in functional candidate genes and stroke, which have been described in careful meta-analyses and reviews. 1,19 -21 These efforts have primarily focused on candidate genes with known roles in hypertension, hemostasis, inflammation, homocysteine, and lipid metabolism. 1 To date, GWAS of stroke has been performed in 6 cohorts, resulting in 8 publications with somewhat inconsistent results ( Table 2) . [22] [23] [24] [25] [26] [27] [28] [29] No single locus has yet been identified in 2 independent stroke GWAS at a genome-wide level of significance (approximately PϽ10 Ϫ7 ). Additionally, no association between stroke and a locus with previous evidence from candidate gene studies of stroke risk has yet been identified. Nevertheless, there has been important information gained from the stroke GWAS. For instance, in a GWAS of intracranial aneurysm, significant association was observed at chromosome 9p21, which is the same locus that is associated with range of vascular phenotypes, including myocardial infarction and abdominal aortic aneurysm. 30 The 9p21 locus has not reached a genome-wide significance in any of the GWAS of ischemic stroke or in any replication study of ischemic stroke; however, a consistent marginal association (0.05 Ͻ PϽ10 Ϫ4 ) has been observed, which may point to biological significance if it continues to be replicated. [31] [32] [33] [34] The novel findings observed in stroke GWAS are potentially exciting. Although they all still require replication, the findings could implicate multiple new leads for mechanisms underlying stroke. For instance, sex-determining region Y-box 17 (SOX17) is a transcription factor required for formation and maintenance of endothelial vascular endothelium. 22 Also, cadherin epidermal growth factor laminin A seven-pass G-type receptor 1 (CELSR1) is a cell surface receptor of relatively unknown function and a homolog of CELSR2, which has been repeatedly associated with plasma low-density lipoprotein cholesterol concentrations. 35 Finally, SNPs in paired-like homeodomain transcription factor 2 (PITX2) and zinc finger homeobox 3 (ZFHX3) were observed to be associated with both ischemic stroke and atrial fibrillation, and pathway analysis suggests that both variants may play a role in cardiac development. 23, 24 
Intermediate Phenotypes of Stroke
Intermediate phenotypes, also referred to as biomarkers, subphenotypes, endophenotypes, subclinical traits, or disease attributes, are targeted measures of disease progression that may be more directly related to a specific disease etiology. GWAS of traditional stroke risk factors including lipids, 36 hypertension, 37,38 BMI, 9, 39 and dysglycemia 40 have all been enormously successful. A plethora of potential stroke biomarkers have been suggested, all of which represent valid traits for GWAS. 41 Imaging represents an important tool for phenotype definition of stroke studies but can also be used directly as a trait, such as progression of white matter lesions, before the onset of overt disease. 42 Carotid intima-media thickness is the most commonly used noninvasive measure of subclinical atherosclerosis, is strongly predictive of subsequent cardiovascular events, and recently, the first highdensity array-based association study of intima-media thick- ness was reported. 43 Two novel loci were identified, histone deacetylase 4 (HDAC4) and natriuretic peptide receptor a/guanylate cyclase A (NPR1), suggesting interesting biological hypotheses for pathogenesis of intima-media thickness. 43 
Mendelian Randomization Studies
If a genotype is associated with elevated levels of a biomarker, and if the biomarker is in turn associated with a clinical end point, then the size and strength of the direct association between genotype and end point can be predicted and evaluated. 44 This process is known as Mendelian randomization, and it is considered to be an approach that can provide evidence for a causative role for the biomarker in the pathogenesis of the end point. 44 If the association between the biomarker and the end point are attributable to association with a confounding variable or reverse causation, meaning that the end point causes elevation of the biomarker, then the effect of the genotype on the end point will be smaller than predicted. For instance, the effect of methyltetrahydrofolate reductase (MTHFR) genotypes on both homocysteine and stroke risk was examined using the Mendelian randomization approach. 45 The difference in stroke risk between MTHFR genotype groups was similar to that expected given the effect of the MTHFR on homocysteine concentrations, indicating that homocysteine concentrations were likely to play a relatively direct role in mediating stroke risk. 45 
Future Direction of the Genomic Analysis of Stroke
Replication of a genetic association finding is the gold standard for validation, 46 especially independent replication by multiple investigators in discrete populations. Systematic analysis of replication studies, in the form of meta-analysis, can provide more precise estimates of effect size. As mentioned, many SNPs that are not directly queried can be estimated with a high degree of accuracy through imputation, which is invaluable for meta-analysis of GWAS that were performed using different genotyping platforms and, thus, different sets of SNPs. 47 The imputation process theoretically increases study power 48 and may be incorporated into not only meta-analysis but also future de novo investigations. 47 Recent efforts to combine large population-based cohorts into mega-meta-analyses, including upwards of 100 000 participants, have the possibility of identifying common variants with exceedingly small effect sizes on stroke and its risk factors. However, such Herculean efforts may provide diminishing returns, since such large samples are necessary to confidently identify the associations, the effect sizes discovered may be too small to ever be detected in an individual patient. 49 Nevertheless, small-effect genetic variants may reveal interesting biological insights. Moreover, because of the high prevalence of stroke, follow-up of such population cohorts may provide an excellent opportunity for prospective genomic analysis of stroke in the future and small effect sizes may become amplified in a cohort with the progression of time.
Future genomic analysis of stroke also will need to evaluate individuals from multiple ethnicities. Regardless of differences in allele frequency and stroke prevalence, replication of GWAS findings in different ethnicities provides replication in the traditional sense. Additionally, studies in multiple ethnicities increase confidence that the responsible functional genetic variant lies within close proximity of the associated locus because of the differences in linkage disequilibrium between populations. 35 The newest release of the International Hapmap Consortium (www.hapmap.org) now includes 11 different populations specifically to provide a framework for GWAS in multiple ethnicities.
Another new concept is that of "phenomics," which entails both the collection of a wide breadth of fine-resolution phenotypes and the careful analysis of phenotype data to extract the most information possible. 50 Because of the large degree of clinical heterogeneity in stroke patients, phenomics may particularly benefit the genomic analysis of stroke. Clustering analysis may be used to identify subgroups of patients with a more homogeneous disease pathophysiology. Phenotypic classification of study participants is of the utmost importance, and efforts continue to improve the classification of stroke patients. 51 Text mining has been proposed for creating deep phenotypes from electronic medical records and pathway analysis strategies have been proposed for mining relational databases of gene-disease associations, further refining deep phenotypes and uncovering new associations. 52 Finally, next-generation sequencing technologies promise to interrogate the genome at the resolution of a single base pair. Deep resequencing, in which a candidate region is sequenced in samples of cases and controls, has successfully identified genes that appear to contain an excess, or "accumulation," of rare sequence changes in a range of phenotypes. 53, 54 Technological progression from deep resequencing to whole genome sequencing, akin to the relationship between candidate gene association studies and GWAS, is in the not-so-distant future 4 but will present enormous hurdles for data storage, analysis, and interpretation.
Conclusions
The past 2 years have seen several exciting and novel developments in the genomic analysis of stroke. However, consistent, robust associations with stroke have yet to be identified. Phenomics promises to improve the breadth and resolution of stroke phenotypes, reducing clinical heterogeneity. Additional studies of both intermediate phenotypes and clinical end points, including candidate gene, GWAS, and Mendelian randomization approaches, are needed. Future genomic analysis of stroke will require intelligent, appropriately powered, multidisciplinary studies incorporating knowledge from clinical medicine, epidemiology, genomics, and molecular biology. 
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Инсульт является клинической кульминацией многих сложных процессов и взаимодействия метаболических путей, ни один из которых по отдельности не является необходимым или достаточным для того, чтобы при-вести к исходу, затрудняющему анализ потенциальных этиологических факторов [1] . Метаболические пути в целом отражают клинические подтипы инсульта -геморрагический или ишемический. Многие гены, кодирующие белки, которые участвуют в этих путях, уже были изучены с использованием подхода "ген-кандидат". Однако с молекулярной точки зрения широкий спектр различных патофизиологических состояний является потенциальным благоприятству-ющим фоном, к этим состояниям относятся: сердеч-ная аритмия и дисфункция миокарда, дисфункция тромбоцитов и нарушение коагуляции, нарушения, приводящие к повреждению структуры и функции стенки артерий, воспалительные и иммунные нару-шения. Несмотря на то, что такие технологии, как генотипирование и секвенирование появились более 20 лет назад, до недавнего времени был достигнут лишь незначительный прогресс в определении молекуляр-но-генетических детерминант инсульта. Тем не менее разработка точных и высокопроизводительных методов с использованием микрочипов для проведения анали-за генотипа по всему геному субъекта исследования коренным образом изменило масштабы и характер генетических данных, которые теперь можно полу-чить для понимания такого сложного заболевания как инсульт. В частности, исследование полногеномных ассоциаций (ИПГА), позволяющее агностически оценить особенности ассоциации между вариациями в геноме и точно охарактеризовать инсульт и связан-ные с ним фенотипы, является усовершенствованной экспериментальной основой для быстрого выявления новых патогенетических механизмов и подтверждения роли ранее известных механизмов. В данном обзоре мы описываем интерпретацию результатов ИПГА при-менительно к исследованиям инсульта, представляем краткие выводы и синтез результатов ИПГА инсульта, а также предлагаем будущие направления геномного анализа инсульта. С учетом того, что теория и методика ИПГА были рассмотрены в общих чертах ранее [2, 3] , целевой читательской аудиторией этого обновленного краткого обзора должны быть исследователи инсульта и клиницисты.
ВАРИАНТЫ ГЕНОМА ЧЕЛОВЕКА
Каждый диплоидный геном человека содержит около 6 млрд нуклеотидных оснований [4] , из которых 0,5% различаются у любых двух человек. По инициативе Международного консорциума HapMap (International HapMap Consortium) (www.hapmap.org), а вскоре и в рам-ках проекта 1000 Genomes project (www.1000genomes.org) в реестр были занесены данные о спектрах вариаций человеческой ДНК с поразительным разрешением. У людей различают почти 12 млн распространенных точечных мутаций, называемых однонуклеотидными полиморфизмами (ОНП) [3] . Каждый ОНП, включая кодирующие и некодирующие ОНП, потенциально может повлиять на экспрессию или функцию белка. Разработка плотных микрочипов олигонуклеотидных ДНК позволила исследователям быстро определить Достижения в геномных исследованиях инсульта: что мы узнали и на каком этапе мы находимся? 
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© American Heart Association, Inc., 2010 Адрес для корреспонденции: Robert A. Hegele, MD, FRCPC, FACP, Blackburn Cardiovascular Genetics Laboratory, Robarts Research Institute, 4288A-100 Perth Drive, London, Ontario, Canada, N6A 5K8. E-mail: hegele@robarts.ca генотип 1 млн полиморфизмов у одного человека в рамках единственного эксперимента. Поскольку близлежащие ОНП из-за свойства неравновесного сцепления связаны не случайно, анализ "всего" 1 млн полиморфизмов может предоставить дополнительную информацию о 90% оставшихся неопределенных ОНП с помощью процесса, называемого импутация [5] . Таким образом, большинство ОНП в полном геноме человека можно выявлять на основе резуль-татов единственного эксперимента с использованием микрочипов [5] . Кроме того, в том же эксперименте с использованием микрочипов можно генотипировать и изучить митохондриальную ДНК. Учитывая скорость и точность обнаружения вариаций ОНП в геноме, стало возможным выявление определенных полиморфизмов, которые с большей вероятностью можно обнаружить у лиц, перенесших инсульт.
Дополнительный уровень изменения, называемый вариация числа копий (ВЧК), подразумевает дуплика-цию и делецию больших участков ДНК, как правило, включающих более 1000 пар оснований. Последние данные свидетельствуют о том, что крупные ВЧК (видимые цитогенетически и составляющие более 100 кб), как правило, встречаются с частотой 5%, в то время как меньшие ВЧК (5-50 кб) встречаются более часто (5-50%) [6, 7] . В связи с изменением дозы гена, повреждением его структуры или делеции, ВЧК могут оказывать значительное влияние на функции генов, и их уже рассматривали в качестве причины развития ряда сложных фенотипов, таких как болезнь Крона [8] и индекс массы тела (ИМТ) [9] . Стало возможным изучение распространенных ВЧК, называемых поли-морфизмами числа копий, при сложных генетических признаках, включая инсульт, поскольку те же микро-чипы с полногеномными данными об ОНП, могут быть повторно проанализированы с помощью различного программного обеспечения и предоставить дополни-тельную информацию о ВЧК и полиморфизмах числа копий [6, 10] .
ДИЗАЙН ИПГА
При проведении ИПГА можно предположить широ-кий диапазон точек приложения, в т. ч. ретроспективное исследование по типу "случай-контроль" и проспек-тивное когортное исследование. Дизайн исследования по типу "случай-контроль" подразумевает отбор неза-висимых случаев из числа пациентов, установленных по факту оказания помощи в высокоспециализирован-ных центрах, и формирование в контрольную группу выборки здоровых лиц, соответствующих по возрасту и полу. В популяционные или когортные исследования, наоборот, отбирают всех членов популяции, без каких-либо исключений в отношении возраста или пола, без специального включения лиц с наиболее выраженным фенотипом. В исследованиях семейных ассоциаций участников отбирают из семьи, как правило, родите-лей и не менее одного пострадавшего члена семьи, а в контрольную группу или группу сравнения включают непострадавших членов семьи. Участие в исследованиях представителей географически, культурно, религиозно изолированных групп населения часто обеспечивает более однородный генетический и экологический фон, тем самым повышая вероятность обнаружения истин-ного признака генетической связи, особенно при малых его размерах. В ИПГА можно изучить количественные (непрерывные) и качественные (дискретные) призна-ки. Подход ИПГА одинаково применим для анализа реакции на воздействие лекарственного средства или риска развития нежелательных явлений, и в Stroke недавно был представлен обзор фармакогенетических исследований препаратов, применяемых для лечения инсульта [11] . Появилась необходимость в отборе широ-кого диапазона переменных, поскольку независимые ковариаты можно включить в статистический анализ для коррекции возможного смешивания.
Основу статистической методологии для выявления признаков генетической связи в ретроспективных ИПГА составляют тест хи-квадрат или регрессионный анализ [12] . При дихотомических качественных при-знаках (например, наличие или отсутствие инсульта) аллельный тест хи-квадрат можно использовать для сравнения числа минорных аллелей (или аллелей риска) в экспериментальной и контрольной группах (рис. 1А). Кроме того, в связи с наличием у человека в ОНП двух аллелей, тест хи-квадрат с двумя степенями свободы позволяет сравнить соотношение гомозигот по аллелю риска, гетерозигот и гомозигот по защитным аллелям между экспериментальной и контрольной группами (рис. 1Б). В соответствии с первоначальным предположением о доминантных или рецессивных эффектах, гетерозиготы можно объединить с гомо-зиготами по аллелям риска или защитным аллелям соответственно. Линейная регрессия идеально подходит для исследования количественных или постоянных признаков, таких как возраст пациента при развитии инсульта или выраженность стеноза артерий по резуль-татам их визуализации (рис. 1В) [12] . Ковариаты или дополнительные переменные, оказывающие влияние на интересующий исход, можно легко включить в рег-рессионный анализ. Например, поскольку ИМТ явля-ется фактором риска развития инсульта, добавление ИМТ в качестве ковариаты в регрессионную модель позволит скорректировать влияние ИМТ на риск развития инсульта и, следовательно, исключить кос-венную связь ОНП с инсультом, которая может быть обусловлена ассоциацией ОНП с ИМТ. Использование ковариат потенциально может привести к уменьшению искажений в интересующем исходе, позволяя выявлять более тонкие, но, возможно, биологически важные признаки связи.
ПРЕДСТАВЛЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИПГА
Независимо от дизайна исследования, отбора участ-ников или статистической методологии ИПГА предпо-лагает проведение экстраординарного числа статисти-ческих расчетов в одном единственном эксперименте. В результате два способа представления стали стандарт-ными методами демонстрации результатов глобальных ИПГА. При первом способе представления, т. н. диа-грамме Манхэттен (рис. 2А), все хромосомы объединены конец в конец по оси абсцисс, эффективно линеари-зируя геном, при этом разные хромосомы окрашены в разные цвета для быстрой ориентировки. Значимость каждого теста сравнения одного ОНП и интересующего исхода, рассчитанная как отрицательный логарифм значения вероятности (р), наносится напротив физи-ческого расположения тестируемого ОНП на хромосоме. Статистически значимые результаты должны заметно возвышаться над фоном, зачастую превышая предуста-новленный порог значимости. В идеале, если ассоци-ированный локус является истинной положительной ассоциацией, устойчивой к ошибке генотипирования, вокруг области максимума должны обнаруживаться несколько аналогичных точек, связанных с неравно-весным сцеплением между соседними ОНП.
При втором методе демонстрации результатов, называ-емом квантиль-квантиль, или QQ диаграмма (рис. 2Б), статистическую значимость всех тестов ранжируют -от наименее до наиболее значимой. В соответствии с нулевой гипотезой отсутствия ассоциации, предпола-гается наличие одной ассоциации с уровнем значимости р=0,01 в каждом из 100 случайно проведенных анализов генотипа. Кроме того, при проведении 1000 анализов генотипа ожидается один тест с уровнем значимости р=0,001. Таким образом, можно определить ожидаемое значение р с учетом категории определенного уровня значимости для каждого ОНП и нанести эти ожидаемые результаты графически напротив наблюдаемого уровня значимости для ОНП. Если нет ни одной ассоциации с уровнем значимости выше ожидаемого, то точки будут попадать на прямую с угловым коэффициентом равным единице. Расположение большинства точек выше диагонали указывает на наличие вмешивающихся переменных, как правило, стратификации популяции или пропущенных ковариат. Точки с меньшими значениями р расположены выше линии, имеют значимость выше ожидаемого значения с учетом числа проведенных тестов и, следовательно, требуют дальнейшего изучения.
ОГРАНИЧЕНИЯ ИССЛЕДОВАНИЙ ПГА
Несмотря на то, что беспристрастный характер подхода в ИПГА является, безусловно, сильной их стороной, он также является причиной возникновения сложной про-блемы многократного тестирования. С учетом большого числа проводимых тестов можно предположить лишь случайное выявление ОНП с идеальным значением р, четко отображающим наличие экстраординарной связи. Современные стандартные методики множественной коррекции, такие как введение поправки Бонферрони, коррекция частоты ложного обнаружения Бенджамина-Хокберга и анализ пермутации, главным образом, пред-полагают проведение расчета соответствующих порогов значимости, при котором получается приемлемое соот-ношение ложноположительных и ложноотрицательных ошибок. Порядок и категория результатов ассоциации остаются без изменений, при этом потенциально недо-оцениваются истинные ассоциации с непропорциональ-ными уровнями значимости, свойственными небольшому размеру эффекта или высокому уровню искажений. Байесовские методы, предполагающие наличие ранее существовавшей вероятности ассоциации, связанной либо с ранее подтвержденной ассоциацией для ОНП, либо с учетом функции локуса или метаболического пути, в котором участвует ОНП [13] , исключают объек-тивный характер ИПГА, но изменяют категорию ОНП. Поскольку появляется все больше результатов ИПГА, исключение прежних данных в пользу объективного подхода неразумно, т. к. опыт из других областей пока-зывает, что многие из локусов реплицируются в разных исследованиях и поэтому должно оставаться место для применения ранее точно установленных биохимических и генетических результатов. Вероятно, самыми серьезными препятствиями для успешной идентификации генетических вариантов, достоверно ассоциированных с инсультом, являются гетерогенность исследований инсульта и погрешности измерений. Причины гетерогенности исследований в целом можно разделить на клинические и генети-ческие. Как уже говорилось, "инсульт" представляет собой конечную точку множества гетерогенных метабо-лических изменений, приводящих к явно одинаковому клиническому исходу. Развитие моногенных форм инсульта, таких как церебральная аутосомно-доминант-ная артериопатия с субкортикальными инфарктами и лейкоэнцефалопатией (синдром CADASIL) [14] может быть индуцировано, но, по всей вероятности, не зависит от действия общих традиционных факторов риска раз-вития инсульта. При инсульте, как при самом сложном расстройстве, наличие вмешивающихся факторов, таких как плейотропия, неполная пенетрантность, эпистаз, гетерогенность аллелей, гетерогенность локу-сов, по-видимому, является правилом, а не исключе-нием (таблица 1). Такая генетическая гетерогенность может осложнить статистический подход к поиску признаков ассоциации, особенно при недостаточном размере выборки или клинически гетерогенных выбор-ках. Что касается погрешности измерений, для новых технологий генотипирования характерен чрезвычайно низкий уровень ошибок с частотой ошибок менее 0,5% [15] , но необходимо тщательное изучение пол-ной клинической картины, включая количественные показатели, с учетом максимально возможного числа потенциальных вмешивающихся факторов.
Другим вмешивающимся фактором в генетических исследованиях ассоциаций является стратификация популяции, наблюдаемая, когда аллель и связанный признак оказываются более распространенными сре-ди лиц одинакового происхождения. Если в выборку исследования включают лиц различного происхожде-ния, то наблюдаемая корреляция между генетическим маркером и признаком может быть предопределена структурой выборки исследования, а не биологичес-кой или механистической связью. Неизмеримое сме-шивание, связанное со стратификацией популяции, может привести к обнаружению ложных ассоциаций. В качестве гипотетического примера -при исследова-нии выборки, состоящей из лиц китайского происхож-дения и белых европейцев, если средний ИМТ выше (LPA) у белых европейцев, то любой аллель, который чаще встречается в подвыборке белых европейцев, будет казаться ассоциированным с ИМТ в общей выборке. Аллель просто является особенностью европейских белых родовых групп, а не каким-либо специфическим основным биологическим механизмом. Тем не менее можно экстраполировать этот механизм смешивания для потенциальной подстраты клинических образцов, поскольку родовую группу теперь можно объективно охарактеризовать по полногеномным данным об ОНП, поскольку наличие некоторых ОНП довольно харак-терно для различных географических родовых групп. По этой причине были разработаны статистические методы для изучения потенциальных артефактов, связанных со стратификацией населения, такие как сходство по состоянию и многофакторная шкала [16] , анализ основных компонентов [17] и геномный контроль [18] .
Рисунок 2. Представлены Манхэттенские диаграммы и диаграммы типа квантиль-квантиль (QQ), по данным ИПГА. А. Полногеномная ассоциация с концентрацией липопротеина плазмы (а) в полиэтнической выборке с включением возраста, пола, этнической при-надлежности и числа повторов кринглов-IV типа 2 в качестве ковариат. Хромосомы сцеплены конец в конец по оси Х, физическое
Наконец, важно помнить, что только распростра-ненные ОНП исследуют с помощью микрочипов ДНК, а кумулятивный эффект многих независимо редких полиморфизмов с небольшим или умеренным вли-янием пока не известен. Генотипы ОНП объясняют только умеренную величину предполагаемой насле-дуемости, при этом имеется в виду, что либо значение наследственности было завышено, либо влияние ген- ген и ген-окружающая среда взаимодействий было недооценено, или дополнительные неисследованные генетические варианты вносят свой вклад в наследст-венный риск [3] .
ОБОБЩЕНИЕ ГЕНОМНЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ ПРИ ИНСУЛЬТЕ
Была четко установлена генетическая этиология, по меньшей мере, 8 редких менделевских расстройств с документально подтвержденным повышенным риском развития инсульта [1] , но на причинные мутации при этих нарушениях приходится лишь небольшая часть нозологических форм, обозначаемых как "инсульт". Значительные усилия были приложены к выявлению ассоциаций между ОНП в функциональных генах-кандидатах и инсультом, описанных в подробных мета-анализах и обзорах [1, [19] [20] [21] . Эти усилия, в пер-вую очередь, сосредоточены на кандидатных генах, играющих известную роль в развитии гипертоничес-кой болезни, возникновении нарушений гемостаза и липидного обмена, реакций воспаления, в изменении уровня гомоцистеина [1] .
На сегодняшний день ИПГА при инсультах были выполнены в 6 когортах, в результате чего появилось 8 публикаций с несколько противоречивыми резуль-татами (таблица 2) [22] [23] [24] [25] [26] [27] [28] [29] . До сих пор в двух неза-висимых ИПГА при инсульте не выявили ни одного отдельного локуса с полногеномным уровнем зна-чимости (примерно р<10 -7 ). Кроме того, до сих пор не выявили ассоциацию между инсультом и локусом с ранее доказанной ассоциацией по результатам иссле-дований генов-кандидатов риска развития инсульта. Тем не менее информация, полученная из ИПГА при инсульте, имеет большое значение. Например, в ИПГА с внутричерепными аневризмами выявили достоверную связь с хромосомой 9p21, тем же локусом, который ассо-циирован с развитием широкого спектра сосудистых фенотипов, в т. ч. инфаркта миокарда и аневризмы брюшного отдела аорты [30] . Факт наличия локуса 9p21 не достиг полногеномной значимости в любом из ИПГА при ишемическом инсульте или в любом реп-ликационном исследовании ишемического инсульта, однако наблюдалась закономерная маргинальная связь его наличия с изучаемыми фенотипами (0,05<р<10 -4 ), что может указывать на его биологическое значение в случае, если этот локус будет по-прежнему репли-цирован [31] [32] [33] [34] .
Новые результаты в ИПГА инсульта вызывают неподдельный интерес. Хотя все они по-прежнему требуют подтверждения. Полученные выводы дают основание предполагать несколько новых версий относительно механизмов, лежащих в основе развития инсульта. Так, например, SOX17 представляет собой транскрипционный фактор, необходимый для форми-рования и сохранения эндотелия сосудов [22] . Кроме того CELSR1 является рецептором клеточной стенки с относительно неизвестной функцией и гомологом CELSR2, постоянно ассоциированным с концентра-цией в плазме холестерина липопротеинов низкой плотности [35] . Наконец, ОНП, выявленные в парном гомеодомене фактора транскрипции 2 (PITX2) и гоме-обоксе "цинковые пальцы" 3 (ZFHX3), были ассоци-ированы с повышенным риском развития инсульта и фибрилляции предсердий. Анализ метаболических путей показывает, что оба варианта могут играть определенную роль в развитии сердечно-сосудистых заболеваний [23, 24] .
ПРОМЕЖУТОЧНЫЕ ФЕНОТИПЫ ИНСУЛЬТА
Промежуточные фенотипы, к которым относятся био-маркеры, субфенотипы, эндофенотипы, субклинические признаки или признаки заболевания, являются опреде-ленными показателями прогрессирования заболевания, которые могут быть более непосредственно связаны с конкретной этиологией заболевания. ИПГА тради-ционных факторов риска инсульта, в т. ч. повышенного уровня липидов [36] , наличия артериальной гипертен-зии [37, 38] , повышенного ИМТ [9, 39] и дисгликемии [40] были чрезвычайно успешными. Было предложено множество потенциальных биомаркеров инсульта, явля-ющихся достоверными и подходящими для исследования в рамках ИПГА [41] . Визуализация представляет собой важный инструмент для определения фенотипа в иссле-дованиях инсульта, но также может быть использована непосредственно в качестве самостоятельного призна-ка, например, фактор прогрессирования повреждения белого вещества головного мозга, предшествующий клиническому проявлению заболевания [42] . Толщина комплекса интима-медиа в сонных артериях является наиболее часто используемым неинвазивным показателем субклинического атеросклероза, четким прогностическим фактором развития последующих сердечно-сосудистых событий, а недавно сообщили о результатах изучения толщины комплекса интима-медиа в первом исследо-вании ассоциаций с использованием наборов высокой плотности [43] . Были выявлены два новых локуса в генах гистондеацетилазы 4 (HDAC4) и рецептора натрий-уретического пептида/гуанилатциклазы А (NPR1), что позволило выдвинуть интересные биологические гипо-тезы о патогенезе изменений толщины комплекса интима-медиа [43] .
ИССЛЕДОВАНИЯ МЕНДЕЛЕВСКОЙ РАНДОМИЗАЦИИ
Если генотип ассоциирован с повышенными уров-нями биомаркеров, а биомаркер, в свою очередь, ассо-циирован с клинической конечной точкой, то можно предсказать и изучить размер и прочность прямой корреляции между генотипом и конечной точкой [44] . Этот процесс известен как менделевская рандомизация и считается подходом, который может обеспечить дока-зательства причинной роли биомаркеров в патогенезе конечной точки [44] . Если ассоциация между биомар-кером и конечной точкой относится к ассоциации с вмешивающейся переменной или является обратной причинно-следственной, означающей что конечная точка является причиной повышения уровня биомар-кера, то влияние генотипа на конечную точку будет меньшим, чем прогнозировалось. Например, влияние генотипов метилтетрагидрофолат редуктазы (MTHFR) на уровень гомоцистеина и риск развития инсульта изу-чали с помощью метода менеделевской рандомизации [45] . Разница в риске развития инсульта между группами генотипов MTHFR была близка к ожидаемой с учетом влияния MTHFR на концентрацию гомоцистеина, означая, что концентрация гомоцистеина, вероятно, играет относительно прямую роль как промежуточное звено в риске развития инсульта [45] .
БУДУЩЕЕ НАПРАВЛЕНИЕ ДЛЯ АНАЛИЗА ГЕНОМА ПРИ ИНСУЛЬТЕ
Золотым стандартом для подтверждения истиннос-ти ассоциации является подтверждение результатов генетической связи [46] , особенно независимая репликация в отдельных популяциях, проведенная несколькими исследователями. Систематический анализ репликационных исследований в виде мета-анализа позволяет более точно оценить размер эффек-та. Как уже упоминалось, многие ОНП, непосредс-твенная причинно-следственная связь с которыми не подвергается сомнению, можно оценить с высокой степенью точности путем импутации, имеющей неоценимое значение для результатов мета-анализа ИПГА, который проводили с использованием различ-ных платформ генотипирования и, следовательно, с различными наборами ОНП [47] . Теоретически процесс импутации увеличивает мощность исследо-вания и его результаты могут быть включны не только в мета-анализ, но и в будущие новые исследования [47] . Современные попытки объединить большие демографические когорты в мега-мета-анализы, включающие более 100 тыс. участников, позволят выявить распространенные варианты с чрезвычай-но малыми размерами эффекта на риск развития инсульта и факторы риска его развития. Тем не менее такие титанические усилия могут привести к сни-жению выявленного эффекта, т. к. для уверенного выявления ассоциаций необходимы очень большие выборки, и обнаруженные размеры эффектов могут быть слишком малы для выявления их у отдельных пациентов [49] . Тем не менее выявление генетических вариантов с небольшим размером эффекта поможет обнаружить интересные биологические механизмы. Кроме того, из-за высокой распространенности инсульта, последующее наблюдение за такими группами населения может предоставить хорошую возможность для проведения проспективного геном-ного анализа инсульта в будущем и малые размеры эффекта в когорте могут увеличиться в динамике.
В будущем геномном анализе инсульта также будет необходимо изучить лиц из нескольких этни-ческих групп. Независимо от различий в частоте аллелей и распространенности инсульта реплика-ция результатов ИПГА в различных этнических группах обеспечивает воспроизводимость резуль-татов в традиционном смысле. Кроме того, иссле-дования в нескольких этнических группах укрепят уверенность в том, что важные функциональные генетические варианты лежат в непосредственной близости от ассоциированного локуса из-за различий в неравновесном сцеплении между популяциями [35] .
Новейший пресс-релиз Международного консорци-ума HapMap (www.hapmap.org) теперь включает в себя 11 различных популяций, специально отобранных в качестве основы для проведения ИПГА в разных этнических группах.
Еще одним новым понятием является "феномика", объединяющая процесс сбора широкого спектра фенотипов с четким проявлением и тщательный анализ данных фенотипа для получения максимально возможной информации [50] . Из-за высокой степе-ни клинической гетерогенности среди пациентов с инсультом, феномика может быть особенно полез-ной при геномном анализе инсульта. Для выявления подгрупп пациентов с более гомогенной патофизио-логией заболевания можно использовать кластерный анализ. Фенотипическая классификация участни-ков исследования имеет первостепенное значение, прилагаются усилия по улучшению классификации пациентов с инсультом [51] . Был предложен интеллек-туальный анализ текста для создания расширенного фенотипа по данным электронных историй болезни, а также разработаны стратегии анализа метаболи-ческих путей для создания реляционных баз данных болезней, ассоциированных с генами, дальнейшего совершенствования расширенных фенотипов и обна-ружения новых ассоциаций [52] .
Наконец, следующее поколение методик секве-нирования позволит изучить геном при разрешении на уровне единственной пары оснований. Глубокое ресеквенирование, при котором участок-кандидат секвенируется в выборках экспериментальной и кон-трольной групп, успешно выявляет гены, которые, по всей видимости, содержат избыток или "скопление" редких изменений последовательности в различных фенотипах [53, 54] . Технологический прогресс от глу-бокого ресеквенирования до секвенирования полного генома, сродни взаимосвязи между исследованиями ассоциаций гена-кандидата и ИПГА. Он не является столь отдаленным будущим [4] , но создаст огромные проблемы при хранении, анализе и в интерпретации данных.
■ ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За последние 2 года было сделано несколько инте-ресных и новых разработок в области геномного анализа инсульта. Однако четкие надежные ассо-циации с инсультом еще не установлены. Феномика обещает расширить фенотипы инсульта и улучшить их разрешение, снизить клиническую гетероген-ность. Необходимо проведение дополнительных исследований промежуточных фенотипов и кли-нических конечных точек, включая гены-канди-даты, ИПГА и метод менделевской рандомизации. В будущем, геномный анализ инсульта потребует проведения рациональных, междисциплинарных исследований с адекватной мощностью, объеди-няющих знания из области клинической меди-цины, эпидемиологии, геномики и молекулярной биологии.
